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Optical arrangement in beam path of confocai fluorescence microscope; has 
' mirror in detector beam path to reflect excitation beam and transmit 
fluorescence from object 
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Abstract of DE1 98421 53 

A mirror (13) is included in a detector (11) beam path (5). The mirror is arranged in the illumination and 
detection beam path (3-5) and dimensioned so that it reflects non-diverging excitation beam from a laser 
source (1,2) for dark field illumination, and transmits fluorescence from the object, with a full numerical 
aperture in the direction of the detector but reduced by the effective cross*sectlon of the mirror in the 
detection beam path. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnomman 

Prufungsantrag gem. S 44 PatG ist gestellt 

(g) Optische Anordnung im Strahlengang eines konfokalen Fluoreszen2mikroskops 

@ Eine optische Anordnung im Strahlengang eines kon- 
fokalen Fluoreszenzmikroskops, mit mindestens einer La- 
serlichtquelle (1, 2), einer im Beleuchtungs-/Detektrons- 
strahlengang (3, 4, 5) angeordneten Einrichtung zurTren- 
nung des Anregungslichts (8) von dem Fluoreszenzlicht 
(9), einem zwischen der Einrichtung und dem Objekt (7) 
angeordneten Objektiv (10) und einem der Einrichtung im 
Detektionsstrahlengang (5) nachgeordneten Detektor 
(11), ist zur Erhohung der Fluoreszenzausbeute bei einfa- 
cher Bauweise dadurch gekennzeichnet, dad die Einrich- 
tung einen Spiegel (13) umfafSt und dalS der Spiegel (13) 
im Beleuchtungs-ZDetektionsstrahlengang (3, 4, 5) derart 
angeordnet und dimensioniert ist, daS erzur Dunkelfeld- 
beleuchtung des Objekts (7) den von der Laserlichtquelle 
(1, 2> kommenden, nicht aufgeweiteten Anregungsstrahl 
in das Objektiv (10) reflektiert und das vom Objekt (7) 
kommende Fluoreszenzlicht (9) mit voller numerischer 
Apertur - vermiridert um den im Detektionsstrahlengang 
(5) wirksamen Querschnitt des Spiegels (13) - in Richtung 
des Detektors (11) passteren lafSt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriffl eine optische Anordnung im Strah- 
lengang eines konfokalen Ruoreszenzmikroskops, mit min- 
destens einer Laserlichtquelle, einer im Beleuchtungs-/De- 
tektionsstrahlengang angeordneten Einrichtung zur Tren- 
nung des am Objekt reflektierten Anregungslichts von dem 
vom Objekt abgestrahlten Fluoreszenzlicht, einem zwischen 
der Einrichtung und dem Objekt angeordneten Objektiv und 
einem der Einrichtung im Detektionsstrahlengang nachge- 
ordneten Detektor. 

Aus der Praxis ist es bereits seit Jahren bekannt, zur Tren- 
nung des am Objekt reflektierten Anregungslichts von dem 
vom Objekt abgestrahlten Fluoreszenzlicht dichroitische 
Strahlteiler zu verwenden. Bei der simultanen Mehrfarban- 
\yendung linden entsprechend mehrfach dichroitische 
Strahlteiler Anwendung. Das vom reflektierten Anregungs- 
licht befreite Fluoreszenzlicht wird - nach IVennung mittels 
Strahlteiler - mittels eines besonderen Detektors detektiert. 
Die in der Praxis verwendeten Strahlteiler sind im allgemei- 
nen teuer Dariiberhinaus eignen sich diese Strahlteiler fur 
quantitative Vergleichsmessungen hoher Prazision und ho- 
her MeBdynamik nur wenig, zumal diese Strahlteiler u. a. 
auch temperaturabhangig sind, Dariiberhinaus weisen di- 
chroitische Strahlteiler Transmissionsverluste von etwa 
10% fiir die Detektion auf. 

Wtirde man bspw. einen wellenlangenunabhangigen 
Strahlteiler einsetzen, wtirde dies die Kosten zweifelsohne 
herabsetzen. Nachteilig ware hierbei jedoch, daB man dabei 
das Streulicht des Anregungslichts vor der Detektion her- 
ausfiltem muB, bspw. durch Einsatz eines Sperrfilters. Dies 
ist wiederum in baulicher Hinsicht aufwendig und verur- 
sacht abermals Kosten. AuBerdem wird dadurch die Fluo-. 
reszenzausbeute vendngert. Simultane Mehrfarbanwendun- 
gen sind dann jedoch nicht moglich. 

Bei Verwendung eines einfachen Strahlteilers gelangt zu- 
dem ein Streulichtreflex des Anregungslichts zuruck in die 
Laserlichtquelle und stort die dort stattfindende stimulierte 
Emission, was sich wiederum durch unerwunschte Intensi- 
tatsschwankungen des Laserlichts bemerkbar macht. 

Fiir hochstauflosende Anwendungen nutzt man zur Be- 
leuchtung bzw. zum Scannen die gesamte numerische Aper- 
tur. Dies fuhrt zu einem Beleuchtungsfokus, der in lateraler 
Richtung sehr klein ist, so daB langere Aufnahmezeiten er- 
forderlich sind. Fiir Anwendungen, bei denen die Auflosung 
eine untergeordnete Rolle spielt, ist diese Vorgehensweise 
aufgrund der langeren Aufnahmezeiten nachteilig. 

Hinsichtlich der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie 
wird lediglich beispielhaft verwiesen auf Engelhardt und 
Knebel in "Physik in unserer Zeit", 24. Jahrg., 1993, Nr 2 
"Konfokale Laserscanning-Mikroskopie" und D.K. Hamil- 
ton und T. Wilson in AppL Phys. B 27, 1982, 211-213 
"Three-Dimensional Surface Measurement Using the Con- 
focal Scanning Microscope". 

Der vorliegenden Erfindung liegt nun die Aufgabe zu- 
grunde, eine optische Anordnung im Strahlengang eines 
konfokalen Ruoreszenzmikroskops derart auszugestalten 
und weiterzubilden, daB gegeniiber der gattungsbildenden 
Anordnung mit herkommlichem dichroitischem Strahlteiler 
eine Erhohung der Fluoreszenzausbeute bei einfacher Bau- 
weise realisierbar ist. 

Die erfindungsgemaBe optische Anordnung im Strahlen- 
gang eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops lost die vor- 
anstehende Aufgabe durch die Merkmale des Patentanspru- 
ches 1. Danach ist die eingangs genannte optische Anord- 
nung dadurch gekennzeichnet, daB die Einrichtung einen 
Spiegel umfaBt und daB der Spiegel im Beleuchtungs-/De- 
tektionsstrahlengang derart angeordnet und dimensioniert 
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ist, daB er zur Dunkelfeldbeleuchtung des Objekts den von 
der Laserlichtquelle konunenden, nicht aufgeweiteten Anre- 
gungsstrahl in das Objektiv reflektiert und das vom Objekt 
kommende Ruoreszenzlicht mit voller numerischer Apertur 
vermindert um den im Detektionsstrahlengang wiricsamen 
Querschnitt des Spiegels - in Richtung des Detektors pas- 
sieren laBt. 

In erfindungsgemaBer Weise ist zunachst erkannt worden, 
daB die Einrichtung einen Spiegel umfaBt und daB der Spie- 
gel im Beleuchtungs-ZDetektionsstrahlengang derart ange- 
ordnet und dimensioniert ist, daB er zur Dunkelfeldbeleuch- 
tung des Objekts den von der Laserlichtquelle kommenden, 
nicht aufgeweiteten Anregungsstrahl in das Objektiv reflek- 
tiert und das vom Objekt kommende Ruoreszenzlicht mit 
voller numerischer Apertur - vermindert um den im Detek- ' 
tionsstirahlengang wirksamen Querschnitt des Spiegels - in 
Richtung des Detektors passieren laBt. 

ErfindungsgemaB ist weiter erkannt worden, daB es sich - 
bei der Einrichtung zuiri Trennen des am Objekt reflektier- 
ten Anregungslichts von dem vom Objekt abgestrahlten 
Ruoreszenzlicht - anstelle eines herkommlichen dichroi- 
tischen Strahlteilers - um einen Spiegel handeln kann, d'* • 
im Beleuchtungs-ZDetektionsstrahlengang angeordnet i_ 
Dieser Spiegel ist dabei derart - hinreichend klein - zu di- 
mensionieren, daB er zur Dunkelfeldbeleuchtung des Ob- 
jekts den von der Laserlichtquelle konunenden, nicht aufge- 
weiteten Anregungsstrahl in das Objektiv reflektiert und das 
vom Objekt kommende Ruoreszenzlicht mit voller numeri- 
scher Apertur in Richtung des Detektors passieren laBt, wo- 
bei das Fluoreszenzlicht um den im Detektionsstrahlengang 
wirksamen Querschnitt des Spiegels vermindert ist. Der 
vom Objekt reflektierte Hauptreflex des Anregungslichts 
wird in vorteilhafler Weise an dem Spiegel aus dem Detek- 
tionsstrahlengang herausreflektiert. 

Aufgrund der hinreichend kleinen Ausgestaltung des 
Spiegels bzw. der spiegelnden Rache wird lediglich der 
nicht aufgeweitete Anregimgsstrahl in das Objektiv reflek- 
tiert. Durch die Beleuchtung mit einer derart "kleinen" nu- 
merischen Apertur (bspw. 10% der sonst iiblichen Apertur) 
erzielt man eine "Dunkelfeldbeleuchtung", die entlang der 
opdschen Achse einen elongierteri Fokusbereich mit einem 
wohl definierten Fokusdurchmesser lateral aufweist. Erfin- 
dungsgemaB wird eine hinreichende Beleuchtungstoleran^. 
in der Objektlage entlang der optischen Achse erreicht, \ 
45 sich auf spezielle Anwendungen in der konfokalen Ruores- 
zenzmikroskopie besonders giinstig auswirkt. Des weiteren 
ist eine Beleuchtung mit einer hohen intraszenischen Dyna- 
mik gewahrleistet. Der Vorteil einer solchen hohen intrasze- 
nischen Dynamik liegt darin, daB bspw. zwei unmittelbar 
benachbarte Objekte unterschiedlicher absoluter Ruores- 
zenzintensitat, z. B. Objekt A mit 100% und Objekt B mit 
0,05%, in der gleichen Konfokalebene ohne "Uberleuchten" 
des helleren Objekts getrennt voneinander meBbar sind. 

In besonders vorteilhafter Weise ist der Spiegel derart di- 
mensioniert bzw. klein ausgestaltet, daB er fur das zu detek- 
tierende Ruoreszenzlicht im Detektionsstrahlengang einen 
Verlust von etwa 1% hervorruft. Dies ermoglicht eine effi- 
ziente Detektion mit besonders hohem Dynamikbereich. 

Der hier verwendete Spiegel konnte im Rahmen einer be- 
sonders einfachen Ausfuhrungsform als unabhangiges Bau- 
teil ausgefuhrt sein, wobei der Spiegel wiederum von einer 
Halterung getragen ist. Im Rahmen einer solchen Ausgestal- 
tung entfallt der Einsatz eines herkommlichen Strahlteilers 
vollkonunen, da hier nandich im Strahlengang an entspre- 
chender S telle lediglich der kleine Spiegel angeordnet ist. 
Im Rahmen einer weiteren Alternative konnte der Spiegel 
als vorzugsweise integraler verspiegelter Bereich eines - an- 
sonsten herkommlichen - Strahlteilers ausgefuhrt sein, wo- 
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bei der Spiegel bzw. der verspiegelte Bereich zumindest 
weitgehend in der Mitte des Strahlteilers angeordnet bzw. 
ausgebildet ist. Dieser kleine - integrale - Spiegel konnte in 
etwa rund oder elliptisch bzw. oval ausgebildet sein. Letzt- 
endlich handelt es sich hier um einen verspiegelten Bereich 
in der Mitte eines Strahlteilers, der ebenso wie ein isolierter 
Spiegel den nicht aufgeweiteten Anregungsstrahl in das Ob- 
jektiv reflektiert. Auch hier findet die Beleuchtung mit einer 
aufierst kleinen numerischen Apertur zur Begiinstigung der 
Dynamik statt. 

Der nicht spiegelnde Bereich des Strahlteilers konnte in 
Richtung des Detektors in etwa 10% Reflexion und 90% 
Transmission aufweisen. Dabei konnte es sich im Konkreten 
um eine Anti-Reflex(AR)-Beschichtung auf der dem Detek- 
tor zugewandten Seite des Strahlteilers handeln. Dieser 
Strahlteiler laBt das Fluoreszenzlicht gemaB dem ub lichen - 
unendlichen - Strahlengang mit der vollen numerischen 
Apertur — reduziert um das auf den verspiegelten Bereich 
treffende Ruoreszenzlicht - in Richtung des Detektors pas- 
sieren. Durch den verspiegelten Bereich entsteht fur das zu 
detektierende Fluoreszenzlicht ein auBerst geringer Verlust, 
-namlich in Abhangigkeit von der GroBe des Spiegels. Hier- 
lassen sich Verluste von lediglich 1% realisieren, was zu der 
bereits zuvor erwahnten hohen Dynamik fiihrt. 

Des weiteren konnte der nicht spiegelnde Bereich des 
Strahlteilers derart ausgestaltet und ggf. beschichtet sein, 
daB die optischen Eigenschaften des nicht spiegelnden Be- 
reichs des Strahlteilers zumindest weitgehend temperatur- 
unabhangig sind. Die Reproduzierbarkeit der Messung ist 
dadurch begiinstigt. 

Nun gelangt vom Objekt aus nicht nur Fluoreszenzlicht in 
den Detektionsstrahlengang, sondem auch Riickreflexe des 
Anregungslichts. Seiche Riickreflexe sind unerwiinscht. Zur 
Unterdriickung der Ruckreflexe des Anregungslichts am 
Objekt zuriick in die Laserlichtquelle konnte das Objekt 
schief angeordnet sein. Dies bedeutet, daB das Objekt selbst 
nicht orthogonal zur optischen Achse angeordnet ist, so daB 
sich fur das riickreflektierte Anregungslicht ein separater 
Strahlengang ergibt, der zum Beleuchtungsstrahlengang zu- 
mindest geringfugig - raumlich - versetzt ist. In diesem be- 
sonderen Strahlengang lassen sich ohne weiteres herkomm- 
liche Lichtfallen anoidnen, um namlich das riickreflektierte 
Anregungslicht wirksam auszublenden. 

Im Falle einer erwiinschten Objektverschiebung, bspw. 
zum Auffinden eines weiteren Objekts, ist es von besonde- 
rem Vorteil, wenn das Objekt in seiner Ebene derart beweg- 
bar ist, daB der beleuchtete Objektbereich stets den gleichen 
Abstand zu dem Objektiv aufweist. Dadurch gelangt das am 
Objekt reflektierte und/oder gestreute Licht gemaB den vor- 
anstehenden Ausfiihrungen. nicht zuruck in die Laserlicht- 
quelle, sondem uber den besonderen Strahlengang in eine 
Lichtfalle. 

Altemativ zu der Vorkehrung einer Lichtfalle konnte der 
Spiegel - im Rahmen einer Ausgestaltung als isoliertes Bau- 
teil - einen absorbierenden Bereich zur Absorption des vom 
Objekt gestreuten und/oder reflektierten Anregungslichts 
aufweisen. Die Vorkehrung besonderer Lichtfallen ist dabei 
nicht mehr erforderlich, wodurch sich eine raumliche Re- 
duktion der Anordnung ergibt. So konnte der Spiegel - im 
Rahmen einer runden oder elliptischen bzw. ovalen Ausge- 
staltung - einen spiegelnden bzw. reflektierenden Bereich 
und einen absorbierenden Bereich aufweisen. 

Ebenso ist es moglich, daB der Strahlteiler neben dem 
verspiegelten Bereich einen absorbierenden Bereich zur Ab- 
sorption des vom Objekt gestreuten und/oder reflektierten 
Anregungslichts aufweist. Auch im Rahmen einer solchen 
Ausgestaltung kann die Vorkehrung einer besonderen Licht- 
falle entfallen, so daB auch diese Ausgestaltung den Vorteil 
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in sich birgt, die Anordnung mit geringstem Raumbedarf 
bauen zu konnen. 

SchUeBUch ist es von ganz besonderem Vorteil, wenn 
durch ein geeignetes Verhaltnis von Strahldivergenz zur 
5 Wellenlange der verwendeten Laserlichtquellen eine zumin- 
dest annahrend gleiche - axiale - Fokuslage moglich ist. 
Dadurch ist zum einen die notwendige Beleuchtungstole- 
ranz in der Objektlage entlang der optischen Achse gegeben 
und ist zum anderen eine Beleuchtung mit einer hohen intra- 

10 szenischen Dynamik gewahrleistet. Hierzu wird zur Vermei- 
dung von Wiederholungen auf die voranstehenden Ausfiih- 
rungen verwiesen. 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der 
vorliegenden Erfindunjg in vorteilhafter Weise auszugestal- 

15 ten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die dem Pa- 
tentanspruch 1 nachgeordneten Anspriiche, andererseits auf 
die nachfolgende Erlauterung von Ausfiihrungsbeispielen 
der Erfindung anhand der Zeichnung zu verweisen. In Ver- 
bindung mit der Erlauterung der bevorzugten Ausfuhrungs- 

20 beispiele der Erfindung anhand der Zeichnung werden auch 
im allgemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbil- 

dungen der Lehre erlautert. In der Zeichnung-zeigt - - - 

Fig, 1 in einer schematischen Darstellung den grundsatz- 
lichen Aufbau einer erfindungsgemafien optischen Anord- 

25 nung im Strahlengang eines kohfokalen Fluoreszenzmikro- 
skops. 

Fig. 2 in einer schematischen Darstellung einen Strahltei- 
ler mit mittigem Spiegel, 

Fig. 3 in einer schematischen Darstellung einen anstelle 
30 des Strahlteilers verwendbaren Spiegel als separates Bauteil 
und 

Fig. 4 in einer schematischen Darstellung einen Spiegel 
mit integralem reflektierenden und absorbierenden Bereich. 
Fig. 1 zeigt in einer schematischen Darstellung ein Aus- 

35 fuhrungsbeispiel einer optischen Anordnung im Strahlen- 
gang eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops, wobei diese 
Anordnung - bei dem hier gewahlten Ausfuhrungsbeispiel — 
zwei Laserlichtquellen 1, 2, eine im Beleuchtungs-ZDetekti- 
onsstrahlengang 3, 4, 5 angeordnete Einrichtung 6 zvurTren- 

40 nung des am Objekt 7 reflektierten Anregungslichts 8 von- 
dem vom Objekt 7 abgestrahlten Fluoreszenzlicht 9, ein 
zwischen der Einrichtung 6 und dem Objekt 7 angeordnetes 
Objektiv 10 und einen der Einrichtung 6 im Detektions- 
strahlengang 5 nachgeordneten Detektor 11 umfaBt, 

45 Fig. 1 laBt schematisch erkennen, daB das Anregungslicht 
8 (iber einen Strahlvereiniger 12 zu der Einrichtung 6 ge- 
langt, von dieser in das Objektiv 10 reflektiert wird und von 
dort aus zum Objekt 7 gelangt. Das Fluoreszenzlicht 9 ge- 
langt wiederum durch das Objektiv 10 hindurch zu der Ein- 

50 richtung 6, passiert diese mit Ausnahme des in erfindungs- 
• gemaBer Weise als Spiegel 13 ausgebildeten reflektierenden 
Bereichs und gelangt uber eine Tbbuslinse 14, ein Sperrfil- 
terrad 15 und eine Detekdonslochblende 16 zu dem Detek- 
tor 11. 

55 ErfindungsgemaB umfaBt die Einrichtung 6 einen Spiegel 
13, wobei der Spiegel 13 im Beleuchtungs-ZDetektionsstrah- 
lengang 3, 4, 5 derart angeordnet und dimensioniert ist, daB 
er zur Dunkelfeldbeleuchtung des Objekts 7 den von den 
Laserlichtquellen 1, 2 kommenden, nicht aufgeweiteten An- 

60 regungsstrahl bzw. das Anregungslicht 8 in das Objektiv 10 
reflektiert und das vom Objekt 7 kommende Ruoreszenz- 
licht 9 mit voUer numerischer Apertur - vermindert um den 
im Detektionsstrahlengang 4, 5 wirksamen Querschnitt des 
Spiegels 13 in Richtung des Detektors 11 passieren laBt. 

65 Bei dem in den Fig. 1 und 2 gezeigten Ausfuhrungsbei- 
spiel ist die Einrichtung 6 als Strahlteiler ausgefuhrt, wobei 
dort mittig der Spiegel 13 integriert ist. 

Fig. 3 zeigt eine alternative Ausgestaltung der Einrich- 
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tung 6 dahingehend, daB diese schlicht und einfach als sin- 
gularer Spiegel i3 ausgefuhrt ist, wobei es sich bei dem 
Spiegel 13 um ein eigenstandiges Bauteil handelt, Der Spie- 
gel 13 konnte eine insgesaml verspiegelte Rache gemaiJ der 
Darstellung in Fig. 3 aufweisen. ^ 

Bei dem in Fig. 4 dargestellten Ausfuhrungsbeispiel ist 
der Spiegel 13 ebenfaUs als separates Bauteil ausgefuhrt, 
wobei die Rache des Spiegels 13 in eine reflektierende Spie- 
gelflache 17 und in eine absorbierende Rache 18 unterteilt 
ist. Durch diese MaBnahme erubrigt sich die Vorkehrung ei- lO 
ner separaten Lichtfalle flir etwa riickreflektiertes Anre- 
gungslicht 19. 

Sofem als Einrichtung 6 ein Strahlteiler beispielsweise 
gemafi der Darstellung in den Fig. 1 und 2, aber auch eine 
Ausfuhrungsform nach den Fig. 3 und 4 verwendet wird, 15 
lassen sich die Riickrefiexe bzw. laBt sich das ruckreflek- 
tierte Anregungslicht 19 dadurch "unschadlich" machen, 
daB die Probe bzw. das Objekt 7 schief gestellt, d. h. nicht 
orthogonal zur optischen Achse 23 angeordnet ist. Dadurch 
wird das ruckrefiektierte Anregungslicht 19 geringfiigig 20 
zum Beleuchtungsstrahlengang 20 bzw. zum Strahlengang 
— ^des Anregungslichts 8-versetzt,-so daB das riickreflektierte 
Anregungslicht 19 endang eines eigenen Strahleiigangs 21 
riickreflektiert wird. Dort ist an geeigneter S telle eine Licht- • 
f alle 22 angeordnet, die auf grund der Ausrichtung des S trah- 25 
lengangs 21 abseits des Beleuchtungsstrahlengangs 20 bzw. 
des Anregungslichts 8 liegt. 

Hinsichdich weiterer vorteilhafter Ausgestaltungen der 
vorliegenden Erfindung wird zur Vermeidung von Weder- 
holungen auf die Ausfiihrungen im allgemeinen Teil der Be- 30 
schreibung verwiesen. 

Patentanspruche 

1. Optische Anordnung im Strahlengang eines konfo- 35 
kalen Ruoreszenzmikroskops, mit mindestens einer 
Laserlichtquelle (1, 2), einer im Beleuchtungs-ZDetek- 
tionsstrahlengang (3, 4, 5) angeordneten Einrichtung 
(6) zur Trennung des am Objekt (7) reflektierten Anre- 
gungslichts (8) von dem vom Objekt (7) abgestrahlten 40 
Ruoreszenzlicht (9), einem zwischen der Einrichtung 
(6) und dem Objekt (7) angeordneten Objektiv (10) 
und einem der Einrichtung (6) im Detektionsstrahlen- 
gang (5) nachgeordneten Detektor (11), dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Einrichtung (6) einen Spiegel 45 
(13) umfaBt und daB der Spiegel (13) im Beleuchtungs- 
/Detektionsstrahlengang (3, 4, 5) derart angeordnet und 
dimensioniert ist, daB er zur Dunkelfeldbeleuchtung 
des Objekts (7) den von der Laserlichtquelle (1, 2) 
kommenden, nicht aufgeweiteten Anregungsstrahl in 50 
das Objektiv (10) reflektiert und das vom Objekt (7) 
kommende Ruoreszenzlicht (9) mit voller numerischer 
Apertur - vermindert um den im Detektionsstrahlen- 
gang (5) wirksamen Querschnitt des Spiegels (13) - in 
Richtung des Detektors (11) passieren laBt. 55 

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Spiegel (13) derart dimensioniert ist, daB er 
fiir'das zu detektierende Fluoreszenzlicht (9) im Detek- 
tionsstrahlengang (5) einen Verlust von etwa einem 
Prozent hervorruft. 

3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Spiegel (13) als unabhangiges 
Bauteil ausgefuhrt ist. 

4. Anordnung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Spiegel (13) von einer Halterung getragen 65 
ist. 

5. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Spiegel (13) als vorzugsweise 


integraler verspiegelter Bereich eines Strahlteilers aus- 
gefuhrt ist. 

6. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Spiegel (13) zumindest weitgehend in der 
Mitte des Strahlteilers angeordnet bzw. ausgebildet ist. 

7. Anordnung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Spiegel (13) in etwa rund ausge- 
bildet ist. 

8. Anordnung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Spiegel (13) in etwa elliptisch 
ausgebildet ist. 

9. Anordnung nach einem der Anspruche 5 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB der nicht spiegelnde Be- 
reich des Strahlteilers (6) in Richtung des Detektors 
(11) in etwa 10% Reflexion und 90% Transmission auf- 
weist. 

10. Anordnung nach einem der Anspruche 5 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB die opdschen Eigenschaften - 
des nicht spiegelnden Bereichs des Strahlteilers zumin- 
dest weitgehend temperaturunabhangig sind, 

11. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Unterdriickung d^- 
Ruckreflexes des Anregungslichts (8) am Objekt . 
zuriick in die LaserHchtquelle (1, 2) das Objekt (7) 
schief, d. h. nicht orthogonal zur optischen Achse (23), 
angeordnet ist. 

12. Anordnung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB fiir das riickreflektierte Anregungslicht 
(19) in dessen zum Beleuchtungsstrahlengang (20) zu- 
mindest geringfiigig versetzten Strahlengang (21) eine 
Lichtfalle (22) vorgesehen ist 

13. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Objekt (7) in seiner 
Ebene derart bewegbar ist, daB der beleuchtete Objekt- 
bereich stets den gleichen Abstand zu dem Objektiv 
(10) aufweist. 

14. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Spiegel (13) einen 

' absorbierenden Bereich (18) zur Absorption des vom 
Objekt (7) gestreuten Anregungslichts (8) aufweist. 

15. Anordnung nach einem der Anspruche 5 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Strahlteiler neben 
dem verspiegelten Bereich einen absorbierenden Be.- 
reich (18) zur Absorption des vom Objekt (7) gestr 
ten Anregungslichts (8) aufweist, 

16. Anordnung nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB durch ein geeignetes Ver- 
haltnis von Strahldivergenz zur Wellenlange der ver- 
wendeten LaserUchtquellen (1, 2) eine zumindest anna- 
hernd gleiche Fokuslage realisierbar ist. 
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